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Popis i objašnjenje kratica korištenih u ovom radu: 
%vol – volumni postotak 
5-HT – 5-hidroksitriptofan (serotonin) 
ATP – adenozin trifosfat 
B2 – bradikinin 2 receptor 
BDNF – faktor rasta izveden iz mozga (brain derived growth factor) 
BTXA – botulinum toksin A 
c-Fos – stanični FBJ osteogeni sarkom protein (cellular FBJ murine osteogenic sarcoma 
protein) 
cAMP – ciklički adenozin monofosfat 
CFA – kompletni Freundov adjuvans (complete Freund's adjuvant) 
CGRP – peptid povezan s genom kalcitonina (calcitonin gene-related peptide) 
DAG – diacilglicerol 
EP – receptor za prostaglandin E 
GABA – gama-aminomaslačna kiselina (gamma-Aminobutyric acid) 
IL1β – interleukin 1-beta 
IL6 – interleukin 6 
IL8 – interleukin 8 
IP – receptor za prostaglandin I 
NGF – živčani čimbenik rasta (neural growth factor) 
NGS – normalni kozji serum (normal goat serum) 
NK1 – receptor za  neurokinin 1 (receptor za tvar P) 
NKA – neurokinin A 
P2Y – purinski receptor 
PAR – proteinazom aktivirani receptor 
PBS – otopina puferirana fosfatom (phosphate buffered saline) 
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PBST – 0.25%vol otopina Triton X-100 u PBS 
PGE2 – prostaglandin E2 
PGI2 – prostaglandin I2 
PLC – fosfolipaza C 
RGS - ljestvica izraza lica štakora (rat grimace scale) 
RIA – radio-imuno esej (radioimmunoassay) 
SAD – Sjedinjene američke države 
SEM – standardna pogreška aritmetičke sredine (standard error of the mean) 
SNAP25 – protein povezan sa sinaptosomom (synaptosomal-associated protein 25) 
SNARE – SNAP receptor 
SP – tvar P (substance P) 
Sp5C – spinalna kaudalna jezgra trigeminalnog živca (spinal trigeminal caudal nucleus) 
TMZ – temporomandibularni zglob 
TNFα – faktor tumorske nekroze alfa (tumor necrosis factor) 
TrkA – tropomiozinska receptorska kinaza A (receptor za NGF) 
TRPV – vaniloidni receptori – kanali prolaznog potencijala (transient receptor potential 
cation channels - vanilloid) 
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Sažetak 
Eksperimentalni rinosinusitis u štakora i neurogena upala dure 
Uvod. Epidemiološki su podaci pokazali povezanost različitih bolesti i stanja iz područja 
trigeminalne inervacije i povećane učestalosti primarnih glavobolja (migrena, tenzijska 
glavobolja, klaster glavobolja). Štakorski eksperimentalni modeli upale 
temporomandibularnog zgloba, upale mišića i potkožnog tkiva lica te neuropatske boli 
porijekla iz ogranaka trigeminalnog živca pokazali su da određena bolna stanja u 
kraniofacijalnoj regiji mogu biti praćena neurogenom upalom tvrde moždane ovojnice. 
Ciljevi. Cilj je ovoga rada istražiti je li neurogena upala dura povezana i s upalom nosne 
šupljine i paranazalnih sinusa budući da su upalni (alergijski rinitis, kronični sinusitis) i 
anatomski (septalni izbojak, intranazalne kontaktne točke) poremećaji epidemiološki povezani 
s višom učestalošću primarnih glavobolja. 
Materijali i metode. Upala nosne šupljine i sinusa štakora je izazvana intranazalnom 
instilacijom formalina (2.5%) ili kapsaicina (0.1%). Upala nosne sluznice i dure mater 
kvantificirana je spektrofotometrijskim mjerenjem ekstravazacije kompleksa boje Evans Blue 
s proteinima plazme. Bol je mjerena semikvantitativnom analizom facijalne grimase u štakora 
tijekom 40 min od izazivanja upale. Aktivacija neurona kaudalne spinalne trigeminalne jezgre 
(Sp5C) je određena brojenjem imunofluorescencijom obojenih c-Fos (+) neurona. 
Rezultati. Kapsaicin i formalin dani u nosnu šupljinu štakora uzrokuju jaču ekstravazaciju 
Evansovog modrila tj. upalu u nosnoj sluznici i duri mater u odnosu na fiziološku otopinu (p 
< 0.05). Postoji korelacija intenziteta upale dure mater s intenzitetom upale nosne sluznicu 
(R2 = 0,2712; p = 0.0155). Aktivacija c-Fos (+) neurona u Sp5C i facijalni izražaj boli su veći 
u životinja intranazalno tretiranih formalinom u usporedbi s fiziološkom otopinom (p < 0.01, 
odnosno p < 0.05). 
Zaključak. Rezultati pokazuju da i upala nosne šupljine može izazvati upalu tvrde moždane 
ovojnice te upućuju da bi upala dure mater mogla biti jedna od patogenetskih podloga 
primarnih glavobolja povezanih s bolestima nosa i paranazalnih sinusa. 
Ključne riječi: rinosinusitis, neurogena upala dure, primarne glavobolje  
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Summary 
Rat experimental rhinosinusitis and dural neurogenic inflammation 
Introduction. Epidemiologic data shows an association of various diseases and conditions in 
the trigeminal innervation area with an increased incidence of primary headaches (migraine, 
tension type and cluster headache). Rat experimental models of temporomandibular joint, 
facial muscle and facial subcutaneous tissue inflammation, as well as of neuropathic pain 
stemming from trigeminal nerve branches, showed that certain painful conditions in 
craniofacial region are accompanied by neurogenic dura mater inflammation and that this 
phenomenon is specific for the cranial dura, i.e. it is not observed in the spinal dura. 
Objectives. Herein it was examined if nasal cavity and paranasal sinus inflammation is 
associated with neurogenic dural inflammation, since many inflammatory (allergic rhinitis, 
chronic sinusitis) or anatomical (septal spur, intranasal contact points) disorders are associated 
with higher primary headache incidence. 
Materials and methods. Nasal cavity and paranasal sinus inflammation was induced by 
intranasal formalin (2.5%) or capsaicin (0.1%) injection. Nasal mucosa and dural 
inflammation was quantified by spectrophotometric measurement of extravasated Evans blue 
and plasma protein complex. Pain was measured by rat grimace scale during 40 minutes after 
induction of inflammation. Activation of spinal caudal trigeminal nucleus (Sp5C) was 
measured by counting immunohistochemically c-Fos (+) neurons. 
Results. Capsaicin and formalin administered in rat nasal cavity cause more intense Evans 
blue extravasation, i.e. inflammation in the nasal mucosa and dura compared to saline (p < 
0.05). There is a correlation between inflammation intensity of the nasal mucosa and dura (R2 
= 0,2712; p = 0.0155). Activation of c-Fos (+) neuron sin Sp5C and facial pain expression 
were higher in group administered formalin compared to saline (p < 0.01 and p < 0.05 
respectively). 
Conclusion. The results show that nasal cavity inflammation can induce dural inflammation, 
and suggest that dural inflammation could be one of the pathogenetic mechanisms of primary 
headaches associated with conditions of the nasal cavity and paranasal sinuses. 
Keywords: rhinosinusitis, dural neurogenic inflammation, primary headaches
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1 Uvod 
Epidemiološke studije su pokazale da su primarne glavobolje povezane sa različitim 
bolestima i poremećajima u području glave kao što su bolesti temporomandibularnog zgloba, 
neuralgije trigeminalnog živca i bolesti nosne šupljine i paranazalnih sinusa (1–4). Međutim, 
patofiziologija te povezanosti nije do kraja razjašnjena. Predloženi mehanizmi uključuju 
perifernu i centralnu senzitizaciju koja dovodi do preosjetljivosti moždanih ovojnica na inače 
benigne podražaja kao što je vazodilatacija meningealnih arterija i jačeg otpuštanja medijatora 
neurogene upale lokalno u moždanim ovojnicama (5,6). Nedavno je opažen novi fenomen 
koji bi mogao biti u podlozi tih glavobolja. Naime, upalni podražaji potkožnog i mišićnog 
tkiva lica i temporomandibularnog zgloba štakora, kao i neuropatska lezija ogranaka 
trigeminalnog živaca dovode do neurogene upale kranijalne tvrde moždane ovojnice (7–9). 
Budući da se primarne glavobolje povezuju i sa upalama nosa i paranazalnih sinusa ovdje smo 
istražili ima li i upala sluznice nosne šupljine mogućnost izazivanja neurogene upale tvrde 
moždane ovojnice kao i mogući mehanizmi nastanke te upale. 
1.1 Životinjski modeli za istraživanje rinosinusitisa  
Postoji nekoliko modela za istraživanje rinosinusitisa u životinja. Razvijeni su radi 
razjašnjavanja patogeneze akutnog i kroničnog rinosinusitisa, promatranja dugotrajnih 
učinaka upale na nosnu sluznicu i razvijanje potencijalnih terapijskih pristupa. Najrašireniji 
modeli su: kunić (10), miš (11) te štakor. Štakor je model koji se koristi za istraživanje 
rinosinusitisa vrlo raznolike etiologije: bakterijski, gljivični, kemijski, alergijski (Tablica 1). 
Štakor se uspostavio kao dobar model za istraživanje rinosinusitisa zbog dobro poznate i 
karakterizirane anatomije paranazalnih sinusa i njihove primjerene veličine (12) što 
omogućava pouzdanu inokulaciju upalnih agensa u nos i/ili paranazalne sinuse. Dva su 
najraširenija pristupa uvođenja upalnog agensa u nos štakora: izravno ukapavanje određenog 
volumena otopine upalnog agensa u nosnu šupljinu (13) i uvođenje upalnog agensa u nos na 
nekom nosaču, najčešće spužvi (14). Upala nosne sluznice se kvantificira histološki (15), 
imunohistokemijski (13) uz moguće praćenje hematoloških parametara (broj leukocita) kao 
znakova sistemske upale. 
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Tablica 1: štakorski modeli rinosinusitisa 
Uzročni agens Soj štakora Evaluacija upale Referenca 
stafilokokni 
enterotoksin B 
Sprague-Dawley histologija (15) 
Aspergillus fumigatus 
+/- ciklofosfamid 
Wistar histologija, mikološka kultura, 
hematologija 
(16) 
Streptococcus 
pneumoniae 
Sprague-Dawley histologija (14) 
senzitizacija 
ovalbuminom 
brown Norway histologija, IgE, 
imunohistokemija 
(17) 
faktor aktivacije 
trombocita 
Sprague-Dawley histologija, imunohistokemija (13) 
1.2 Neurogena upala 
Neurogena upala je aseptička vrsta upale koju započinju ili pojačavaju tvari izlučene iz 
završetaka aksona. U klasičnom smislu ona je posljedica aksonskog refleksa pa se kao takva 
javlja samo lokalno uz okončine podraženog aksona. Pretpostavlja se da je uključena u 
etiopatogenezu mnogih stanja: astme, kronične opstruktivne plućne bolesti, upalnih bolesti 
crijeva, artritisa i, vezano uz temu ovog rada, migrene (18). Budući da je to relativno nedavno 
otkriveni fenomen i da je uključen u patogenezu brojnih stanja, predmet je brojnih istraživanja 
na životinjskim modelima i kliničkih eksperimenata. 
1.2.1 Molekularni mehanizmi neurogene upale 
Početkom neurogene upale smatra se otpuštanje neuropeptida iz okončina slabo 
mijeliniziranih Aδ i nemijeliniziranih C senzornih vlakana (19). Ta vlakna na sebi imaju 
TRPV1 i srodne receptore koji služe za osjet temperature, ali reagiraju i na vaniloide od kojih 
je najpoznatiji kapsaicin (20) i protone tj. H+. Ostale tvari koje aktiviraju tu vrstu neurona i 
omogućuju oslobađanje neuropeptida su: bradikinin preko svojih receptora te tripsin i triptaza 
preko proteinazom aktiviranog receptora (PAR) (18) (Tablica 2). 
TRPV1 je neselektivni ionski kanal koji se  nakon vezanja liganda otvara i postaje propustan 
za mnoge katione (Na+, Ca2+) što dovodi do nakupljanja unutarstaničnog kalcija i 
depolarizacije stanične membrane. Depolarizacija dovodi do otvaranja voltažnih kalcijevih 
kanala i daljnjeg nakupljanja kalcija u stanici. Nakupljanju kalcija u citoplazmi moguće 
pridonosi i  otvaranje TRPV1 kanala na endoplazmatskom retikulumu (21). Kalcij u 
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citoplazmi dovodi do egzocitoze neuropeptida iz vezikula koje se nalaze u okončinama 
aksona. 
Bradikinin potiče neurogenu upalu vezanjem na B2 receptore. B2 receptori su receptori 
vezani s G-proteinom koji aktiviraju fosfolipazu C koja stvara inozitol 1,4,5-trifosfat koji 
vezanjem za svoje receptore na endoplazmatskom retikulumu oslobađa unutarstanične rezerve 
kalcijevih iona (22). Tripsin i triptaza cijepanjem i vezanjem za proteinazom aktivirane 
receptore (PAR) također povisuju razinu unutarstaničnog kalcija i potiču egzocitozu 
neuropeptida (23). 
Tablica 2: tvari koje uzrokuju egzocitozu SP i CGRP ili snižavaju prag podražaja za 
egzocitozu (senzitiziraju) izravnim djelovanjem na periferne završetke aksona 
Tvar Receptor Drugi glasnik Efekt 
kapsaicin TRPV1 Ca2+, depolarizacija egzocitoza 
tripsin, triptaza PAR PLC, Ca2+ egzocitoza 
bradikinin B2 PLC, Ca2+ egzocitoza, senzitizacija 
ATP P2Y PLC, Ca2+ senzitizacija 
PGE2, PGI2 EP, IP cAMP senzitizacija 
1.2.2 Neuropeptidni medijatori neurogene upale 
Klasični medijatori neurogene upale spadaju u skupinu neuropeptida tj. peptidnih 
neurotransmitera. Oni uključuju tvar P (SP), neurokinin A (NKA) i peptid povezan s genom 
za kalcitonin (CGRP). Ti se peptidi sintetiziraju u tijelima osjetnih neurona, spremaju u 
vezikule te tankim vlaknima (A delta, C) anterogradnim transportom putuju do okončina 
aksona (24). Iz perifernih se aksonskih završetaka oslobađaju pod utjecajem prije opisanih 
podražaja. Nakon što se oslobode oni djeluju parakrino na više vrsta stanica: mastocite, 
endotel, glatke mišiće krvnih žila te stvaraju sliku akutne upale. 
SP i NKA spadaju u grupu tahikinina te se vežu za neurokininske receptore (NK). Ti su 
receptori spregnuti s G-proteinima te preko njih aktiviraju fosfolipazu C što dovodi do 
otpuštanja kalcija iz endoplazmatskog retikuluma. U kontekstu neurogene upale bitni su NK1 
receptori na endotelu krvnih žila, čijom aktivacijom kalcij ulazi u citoplazmu endotela te 
dovodi do kontrakcije endotelnih stanica što povećava propusnost krvnih žila za proteine i 
rezultira edemom (25,26). 
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CGRP se veže za svoj receptor na stanicama glatkog mišića krvnih žila. CGRP receptor je 
združen s Gs-proteinima i preko njih aktivira adenilil ciklazu što dovodi do opuštanja glatkih 
mišića i vazodilatacije te ima za posljedicu crvenilo karakterističnog za upalu (27,28). Treba 
napomenuti da i SP i CGRP imaju oba djelovanja (na propusnost i vazodilataciju), ali CGRP 
djeluje jače na vazodilataciju dok SP djeluje 10 puta jače na propusnost stjenke krvne žile 
(25). 
1.2.3 Interakcija A delta i C vlakana s mastocitima i upalnim stanicama 
Neuropeptidi ne izazivaju znakove upale djelujući samo na krvne žile, nego aktiviraju i 
upalne stanice i mastocite koji lučenjem upalnih medijatora pojačavaju upalni odgovor tkiva. 
Da bi ta interakcija parakrinim putem  bila moguća nužan je bliski smještaj živčanih 
završetaka i upalnih stanica sto je pokazano imunohistokemijskim ispitivanjima (29). 
Mastociti izražavaju receptore za tvar P (NK1) (30) te pod njenim utjecajem vrše 
degranulaciju (31). Za neke od tvari koje mastociti otpuštaju pokazano je da izravno potiču 
otpuštanje SP i CGRP iz živčanih završetaka. Među njih spada triptaza. Za druge pak je 
pokazano da senzitiziraju živčane završetke za otpuštanje neuropeptida. Među njih spadaju 
ATP, prostaglandini i NGF (30). Mastociti također otpuštaju i histamin koji također izaziva 
lokalnu vazodilataciju. Postoji mogućnost i da histamin djeluje i na periferne živčane 
završetke preko H1 receptora i tako dodatno pojačava otpuštanje SP i CGRP (32). Tako se 
preko djelovanja spomenutih parakrinih čimbenika stvara pozitivna povratna sprega između 
mastocita i perifernih živčanih završetaka koja pojačava i održava lokalnu upalnu reakciju. 
Neutrofili također izražavaju receptore NK1. Njihova aktivacija dovodi proizvodnje 
slobodnih kisikovih radikala, adhezije neutrofila na endotel krvnih žila i kemotaksije na 
mjesto aktivacije živčanih završetaka (33–35). Neutrofili lučenjem enzima (elastaze, 
kolagenaze) i proizvodnjom kisikovih radikala pojačavaju lokalnu upalnu reakciju. 
1.2.4 Promjena osjetljivosti senzornih neurona za izazivanje neurogene upale 
Neke tvari ne izazivaju direktno otpuštanje neuropeptida iz perifernih živčanih završetak nego 
čine te završetke osjetljivijima na prije navedene tvari koje izravno dovode do otpuštanja 
neuropeptida, što se naziva senzitizacija. Taj se učinak postiže snižavanjem praga podražaja 
koji je potreban za egzocitozu ili povećavanjem količine neuropeptida koji se otpusti prilikom 
jednog supraliminalnog (koji je veći od praga) podražaja (18). Do sada su poznate mnoge 
tvari koje izazivaju perifernu hiperalgeziju povećavanjem osjetljivosti prvih neurona puta za 
prijenos osjeta boli. Neke od njih su: kinini, katekolamini, histamin, serotonin, proupalni 
5 
 
citokini (IL1β, IL6, TNFα, IL8), prostaglandini (PGE2, PGI2), ATP i faktori rasta (NGF) 
(18,36). Ipak, za samo neke od njih je do sada eksplicitno pokazano da izravno povećavaju 
egzocitozu neuropeptidnih medijatora neurogene upale iz perifernih živčanih završetaka. To 
su: ATP, PGE2, PGI2, bradikinin (Tablica 2). Za proupalne citokine i NGF je pokazano da 
povećavaju egzocitozu neuropeptida, ali nije jasno je li to njihov izravan učinak na živčane 
završetke ili je posredovan nekim drugim stanicama (37,38). NGF bi mogao djelovati izravno 
na periferne završetke budući da su njegovi receptori (TrkA) dokazani na njima i pokrenuti 
signalnu kaskadu (MAPK) što bi rezultiralo transkripcijom određenih gena, ali učinak preko 
upalnih stanica nije isključen (39). 
Bradikinin se veže za svoj receptor B2 i ATP se veže za svoj receptor (purinski P2Y). Oba su 
receptora združena s Gq-proteinima i kao takvi aktiviraju fosfolipazu C i preko diacilglicerola 
(DAG) protein kinazu C (PKC) (40). PKC zatim fosforilira TRPV1 receptore i time povećava 
njihovu vodljivost za ione kad su aktivirani temperaturom ili kapsaicinom (41,42). Zašto ATP 
usprkos istom molekularnom mehanizmu djelovanja poput bradikinina i triptaze ne uzrokuje 
izravno otpuštanje neuropeptida, nego samo senzitizaciju, još uvijek nije jasno. Moguće je da 
se radi o kvantitativnom fenomenu tj. da je količina otpuštenih neuropeptida pod izravnim 
djelovanjem ATP-a ispod razine opažanja. 
Prostaglandini PGE2 i PGI2 se vezu za svoje receptore (EP i IP receptore) koji spadaju u 
skupinu receptora združenih s Gs-proteinima. Oni aktiviraju adenilil ciklazu koja sintezom 
cAMP aktivira protein kinazu A (PKA) (43). PKA zatim fosforilira neke od kanala za Na+ i 
Ca2+ čime povećava njihovu vodljivost, a time i ulazak Ca2+ u citoplazmu te egzocitozu 
neuropeptida (42). 
1.2.5 Alodinija i hiperalgezija 
Alodinija je osjet boli izazvan podražajem koji uobičajeno ne izaziva bol. Povezuje s pojmom 
hiperalgezija koja označava osjet boli koji je prejak u odnosu na podražaj (44). Alodinija se 
dijeli s obzirom na modalitet osjeta kojim je izazvana (mehanička i temperaturna) i s obzirom 
na mjesto nastanka (periferna i centralna). Alodinija nastaje procesom senzitizacija u kojem 
neuroni puta osjeta boli postaju osjetljiviji na podražaje koji ih aktiviraju. 
Periferna alodinija nastaje senzitizacijom prvih neurona puta boli. To se događa pod utjecajem 
lokalnih kemijskih tvari koje se oslobađaju u tkivo u stanjima oštećenja ili upale. Primjeri 
takvih tvari su: bradikinin, PGE2, PGI2, faktor aktivacije trombocita, dušični monoksid, 
histamin, serotonin, neki leukotrieni, NGF, proupalni citokini (45). Oni se vežu na svoje 
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receptore na živčanim završecima i potiču unutarstanične signalne procese koji povećavaju 
propusnost ionskih kanala za natrij i kalcij ili povećavaju osjetljivost receptora za algogene 
tvari te time povećavaju podražljivost neurona (36).  
Centralna alodinija nastaje senzitizacijom neurona kralježnične moždine ili viših razina puta 
boli. Nastaje posredovanjem brojnih mehanizama. Aktivacija neurona na periferiji dovodi do 
otpuštanja CGRP i tvari P u kralježničku moždinu i time dovodi do senzitizacije drugog 
neurona puta boli (46). Mikroglija potaknuta ozljedom živca može otpuštati faktor rasta 
izveden iz mozga (BDNF) i tako dovesti do senzitizacije neurona stražnjih rogova 
kralježničke moždine (47). Također, centralna alodinija može nastati preko dezinhibicije 
spinotalamičkog puta. Postoje dokazi da pretjerana aktivacija TRPV1 receptora na 
inhibitornim GABAergičkim interneuronima dovodi do njihove dugotrajne depresije čime 
nestaje inhibicija spinotalamičkog puta i nastaje alodinija i hiperalgezija (48). 
Na povezanost neurogene upale i alodinije upućuje činjenica da mnoge tvari koje uzrokuju ili 
pojačavaju neurogenu upalu djeluju kao senzitizatori perifernih neurona (npr. bradikinin, 
PGE2, PGI2) i tako uzrokuju alodiniju. Također, neurogena upala uzrokuje trajni i jaki bolni 
podražaj čime se stvara podloga za centralnu senzitizaciju. To potkrepljuje i činjenica da se u 
području kapsaicinom izazvane neurogene upale javlja i hiperalgezija (49–51). 
1.2.6 Fenomen udaljene neurogene upale 
U prethodnim dijelovima ovog teksta govorilo se o klasičnom poimanju neurogene upale. To 
znači da neurogena upala nastaje lokalno tj. u okolini podraženih živčanih završetaka Aδ i C 
vlakana. Ta se pojava objašnjava aksonskim refleksom. Međutim, postoje eksperimentalni 
dokazi da se neurogena upala može izazvati i na mjestima udaljenima od mjesta podražaja. 
Fenomenom neurogene upale pokušala su se objasniti stanja: respiratorne, zglobne ili 
migrenske manifestacije nutritivnih alergija, anafilaksija te zglobne i probavne manifestacije 
reakcija na iritanse dišnog sustava (52). Pretpostavka je da podražaji izazvani medijatorima 
alergijske reakcije ili iritansima aktiviraju živce na nekom mjestu u tijelu te se prekapčanjem 
u središnjem živčanom sustavu nekim drugim živcem podražaj prenese u udaljeni organ i 
tamo izazove neurogenu upalu. Taj bi se fenomen nazivao živčano prekapčanje (neurogenic 
switching). Eksperimentalni modeli koji potkrepljuju ovu teoriju su: smanjenje smrtnosti 
štakora od anafilaksije nakon vagotomije (53) i smanjenje lučenja mastocitnih upalnih 
medijatora u plućima domaćeg zamorčića (Cavia porcellus) nakon stimulacije prednjeg 
hipotalamusa elektrodama (54). Ipak takvo se tumačenje nije održalo te je prevladalo 
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humoralno objašnjenje tih fenomena prema kojem medijatori upale putuju krvotokom i 
izazivaju upalu na udaljenim mjestima. 
Drugi fenomen koji upućuje na mogućnost razvitka neurogene upale na udaljenom mjestu od 
inicijalnog podražaja je eksperimentalno opažanje na štakorima da upala izazvana u području 
inervacije trigeminalnog (petog moždanog) živca izaziva upalu dure. 
1.3 Neurogena upala dure mater izazvana upalom u trigeminalnom području 
Krvne žile tvrde moždane ovojnice (dura mater, u daljnjem tekstu dura) su inervirane 
simpatički iz cervikalnog ganglija, parasimpatički iz otičkog ganglija i, najbitnije, osjetno Aδ 
i C vlaknima iz trigeminalnog ganglija i mnogo manje iz prvog cervikalnog spinalnog 
ganglija (55,56). Da se neurogena upala pojavljuje u duri pokazano je pokusima na štakorima 
u kojima je intravenski dan kapsaicin izazvao ekstravazaciju proteina plazme u duri. Da je taj 
proces ovisan o Aδ i C vlaknima osjetljivim na kapsaicin pokazuje rezultat da je ta 
ekstravazacija mnogo manja kod životinja koje su u neonatalno doba bile tretirane 
kapsaicinom i tako su im ta vlakna uništena (57). Također, ekstravazacija u duri (i u području 
lica) štakora javlja se nakon električne stimulacije trigeminalnog ganglija. Tada je 
ekstravazacija istostrana primijenjenom podražaju (57). 
Fenomen udaljene neurogene upale primijećen je u eksperimentima u kojima je upala 
izazvana u obrazu, temporomandibularnom zglobu i nosu štakora izaziva upalu dure (Tablica 
3). Sva navedena područja su u inervirana trigeminalnim živcem. Također, operativna 
konstrikcija (podvezivanje) infraorbitalnog ili velikog okcipitalnog živca štakora također 
dovodi do upale dure.  
Tablica 3: načini izazivanja upale dure postupcima u području trigeminalne inervacije. 
RIA – radio-imuno esej; CFA – kompletni Freundov adjuvans; *neobjavljeni rezultati 
prikazani u odlomku Rezultati 
Mjesto izazvane 
upale 
Upalni agens Metoda evaluacije duralne upale Referenca 
obraz formalin ekstravazacija Evansovog 
plavila 
(7) 
temporomandibularni 
zglob 
CFA ekstravazacija Evansovog 
plavila, histologija, RIA na 
CGRP u duri 
(8) 
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infraorbitalni živac konstrikcija živca ekstravazacija Evansovog 
plavila, histologija 
(7,9) 
veliki okcipitalni 
živac 
konstrikcija živca ekstravazacija Evansovog 
plavila 
(9) 
nos formalin, kapsaicin ekstravazacija Evansovog 
plavila 
* 
1.3.1 Specifičnost kranijalne dure 
Taj se fenomen pokazao specifičnim za kranijalnu duru. Naime, konstrikcija ili ozljeda 
ishijadičnog živca štakora, provedena na isti način kao i konstrikcija infraorbitalnog živca, ne 
dovodi do upale lumbalne ni kranijalne dure (9). Upala je u tom pokusa mjerena preko 
ekstravazacije Evansovog plavila i histološkim brojenjem i karakteriziranjem upalnih stanica. 
Uzrok te specifičnosti kranijalne dure možda je opažanje da lumbalna dura štakora ima 
mnogo manje živčanih završetaka pozitivnih na tvar P i CGRP i manje mastocita nego što je 
slučaj s kranijalnom durom (58). 
1.3.2 Upala dure nakon periferne stimulacije trigeminalnog živca je neurogenog porijekla 
Upala dure nastala nakon boli izazvane u području trigeminalne inervacije je neurogenog 
porijekla. U prilog tome govori pronalazak da botulinum toksin tip A (BTXA) smanjuje upalu 
dure ako aplicira na isto mjesto kao i noksa koja izaziva upalu dure. BTXA je varijanta 
neurotoksina bakterije Clostridium botulinum. Djeluje tako da proteolitički cijepa protein 
SNAP25. Taj je protein jedna od ključnih komponenti sinaptičkog SNARE kompleksa koji je 
zadužen za egzocitozu sinaptičkih vezikula (59). Time BTXA onemogućuje oslobađanje 
neurotransmitera u sinapsi. Dugo se smatralo da on djeluje samo periferno na mjestu, izvan 
središnjeg živčanog sustava. Međutim, zadnji dokazi upućuju i na njegovo djelovanje u 
središnjem živčanom sustavu kamo dolazi retrogradnim aksonskim transportom (7,8). 
Taj je fenomen primijećen u pokusima s davanjem kompletnog Freundovog adjuvansa u 
temporomandibularni zglob pri čemu je BTXA smanjio ekstravazaciju Evansovog modrila, 
infiltraciju dure upalnim stanicama i sadržaj CGRP u ekstraktu dure (8). BTXA smanjuje 
duralnu ekstravazaciju Evansovog plavila i nakon injiciranja formalina u obraz i nakon 
konstrikcije infraorbitalnog živca (7). Sustavni učinci su bili isključeni praćenjem motoričke 
aktivnosti štakora. Također, kolhicin, blokator aksonskog retrogradnog transporta, poništava 
efekt BTXA, što znači da BTXA smanjuje upalu dure mehanizmom vezanim uz živčana 
vlakna (7,8). To govori u prilog neurogenom porijeklu upale dure.  
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Sumatriptan je spoj koji se koristi u liječenju migrene, a djeluje kao serotoninski agonist na 5-
HT1D i 5-HT1B receptorima koji se nalaze . Na migrenu djeluje tako da smanjuje otpuštanje 
CGRP (60). To je djelovanje ovisno o 5-HT1 receptorima na neuronima (61). Pokazano je da 
sumatriptan smanjuje ekstravazaciju u duri nakon izazivanja upale temporomandibularnog 
zgloba sa CFA (8). Budući da sumatriptan djeluje preko neuralnih mehanizama, to govori u 
prilog da je upala dure neuralnog porijekla. To je u skladu s opažanjima da sumatriptan 
sprečava duralnu ekstravazaciju nakon električne stimulacije trigeminalnog ganglija i 
intravenskog davanja kapsaicina štakorima (62). 
1.3.3 Mehanizam nastanka neurogene upale dure nakon periferne stimulacije trigeminalnog 
živca 
Točan put prijenosa signala koji dovode do neurogene upale dure nakon periferne stimulacije 
trigeminalnog živca nije jasan. Naime, aktivacija živčanih vlakana s periferije se mora nekako 
prenijeti na vlakna koja završavaju na duri. Postoji nekoliko mogućih točaka prijenosa. Prva 
je da isti aksoni trigeminalnog živca grananjem inerviraju kožu i vezivo lica kao i duru pa se 
aktivnost prenese aksonskim refleksom. Druga je da se aktivnost prenosi s neurona koji 
inerviraju lice na one koji inerviraju duru unutar trigeminalnog ganglija. Treća je mogućnost 
da je ta pojava posljedica prijenosa aktivacije u središnjem živčanom sustavu tj. moždanom 
deblu. 
Mogućnost da je aksonski refleks taj koji uzrokuje neurogenu upalu je mala budući da samo 
1% neurona trigeminalnog ganglija koji inerviraju kožu čela štakora ima kolaterale za duralne 
krvne žile (63,64). To znači da je neurogena upala dure po mehanizmu nastanka drugačija od 
neurogene upale drugdje u tijelu budući da ona na drugim mjestima nastaje aksonskim 
refleksom za koji je potrebno da ogranci istog aksona djeluju kao senzori za noksu i inicijatori 
neurogene upale lučenjem tvari P i CGRP. 
Ideja da se aktivnost neurona koji inerviraju ekstrakranijalne strukture prenosi na neurone koji 
inerviraju duru i njene krvne žile dolazi iz studija koje su pronašle pravilan prostorni raspored 
tijela neurona u trigeminalnom (Gasserovom) gangliju. Pokazalo se da oko svakog neurona 
koji inervira krvne žile dure postoji nakupina neurona koji inerviraju ekstrakranijalne 
strukture. To je posebno izraženo u dijelu ganglija koji se odnosi na prvu (oftalmičku) granu 
trigeminalnog živca (63). Osim anatomske podloge, postoje i funkcionalni dokazi. Stanice 
trigeminalnog ganglija kao odgovor na stimulaciju kapsaicinom mogu lučiti CGRP u ganglij i 
tako pobuditi susjedne stanice na aktivnost (65). 
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Najvjerojatnija je ideja da prijenos aktivnosti događa na razini moždanog debla. Pokazano je 
da aferentna vlakna iz dure i ekstrakranijalnih struktura konvergiraju na iste neurone spinalne 
jezgre trigeminalnog živca (66,67). Ta je konvergencija pokazana kod štakora i kod čovjeka. 
Također, pojava obostrane duralne upale nakon jednostrane bolne stimulacije u 
trigeminalnom području govori u prilog centralnom prijenosu aktivnosti budući da se pojava 
neurogene upale na drugoj strani ne može objasniti na razini aksona ili trigeminalnog 
ganglija. Taj je fenomen prisutan kod konstrikcije infraorbitalnog živca, davanja formalina u 
obraz i kod upale temporomandibularnog zgloba (7,8). Treba međutim napomenuti da je kod 
električne stimulacije trigeminalnog ganglija nađena samo istostrana upala dure (57). 
1.3.4 Neurogena upala dure kao moguća podloga migrene 
Vazodilatacija u sklopu neurogene upale dure bi mogla, prema vaskularnoj teoriji migrene, 
izazvati bol duralnog porijekla (68). Također, tvari koje luče mastociti (triptaza, ATP, 
prostaglandini, histamin) pod utjecajem tvari P uzrokuju depolarizaciju Aδ i C živčanih 
vlakana ili ih senzitiziraju i tako stvaraju potencijalnu podlogu za bolne senzacije duralnog 
porijekla (69). Nadalje, lijekovi koji su učinkoviti u liječenju migrene smanjuju i neurogenu 
upalu dure u eksperimentalnim modelima. To je pokazano za ergot alkaloide (70) i za triptane 
(8,60,62). Klinička opažanja i epidemiološke studije govore o komorbiditetu migrene i stanja 
koja bi se mogla povezati sa spomenutim eksperimentalnim modelima (disfunkcija 
temporomandibularnog zgloba, sinusitis, vidjeti odlomak 1.4.2). Ti podaci upućuju na 
neurogenu upalu kao jedan od mogućih patofizioloških mehanizama migrene. 
1.4 Glavobolja 
Prema trećem izdanju Međunarodne klasifikacije glavobolja (ICHD-3) glavobolja se definira 
kao bol iznad orbitomeatalne crte tj. crte koja spaja vanjski kut oka i sredinu vanjskog otvora 
zvukovoda (71). Dijeli se na primarnu i sekundarnu. Sekundarne imaju neki poznati uzrok 
(trauma, vaskularni uzrok, infekcija, tumor, ovisnost, psihijatrijski poremećaj), dok primarne 
nemaju. U primarne se glavobolje ubrajaju: tenzijska glavobolja, migrena, trigeminalne 
autonomne cefalgije i ostale primarne glavobolje (72). Klasifikacija se temelji na karakteru, 
jačini, mjestu i trajanju boli te pratećim simptomima. 
Tenzijska glavobolja se javlja u epizodama koje traju 30 minuta do 7 dana. Bol je srednje 
jaka, stisćućeg je karaktera, bilateralna, lokalizirana frontalno ili okcipitalno. Može biti 
praćena fotofobijom ili fonofobijom ali nije praćena mučninom ili povraćanjem. Ne 
pogoršava se fizičkom aktivnošću (73). Prevalencija u odrasloj populaciji je oko 42% (74). 
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Migrena je također epizodičnog tipa s trajanjem od 4 do 72 sata. Bol je jača nego kod 
tenzijske glavobolje, probijajuća i pulsirajuća, jednostrana. Najčešće počinje oko oka ili 
frontotemporalno a kasnije napreduje okcipitalno. Može biti praćena fotofobijom, 
fonofobijom, mučninom i povraćanjem. Kod nekih joj ljudi prethodi aura u obliku vizualnih, 
drugih senzornih ili motoričkih simptoma. Prevalencija u odrasloj populaciji je oko 11% (74). 
Trigeminalne autonomne cefalgije su skupni naziv za više vrsta glavobolja povezanih s 
autonomnim simptomima u području glave. Pojavljuju se mnogo rjeđe od ostalih primarnih 
glavobolje. Bolovi i simptomi autonomnog živčanog sustava su jednostrani i smješteni u 
području inervacije trigeminalnog živca. Dijeli se na klaster glavobolju, paroksizmalnu 
hemikraiju, kratkotrajne jednostrane neuralgiformne napade glavobolje i hemikraniju 
kontinuu.  
• Epizode klaster glavobolje se u nakupinama (klasterima) koji traju između 2 tjedna i 3 
mjeseca. Obično se na godinu pojave jedna do dvije nakupine. Bol se najčešće javlja u 
snu ili rano jutro, vrlo je jaka, probadajućeg karaktera, lokalizirana u blizini ili iza oka 
i temporalno. Praćena je istostranim suzenjem, rinorejom, miozom, edemom kapka ili 
znojenjem čela (75).  
• Kod paroksizmalne hemikranije, bol se javlja 10 do 20 puta dnevno u epizodama koje 
traju 2 do 25 minuta i nisu vezane uz doba dana. Bol je vrlo jaka, probadajuća i 
praćena autonomnim simptomima koji su slični kao kod klaster glavobolje (76). 
• Kratkotrajne jednostrani neuralgiformni napadi glavobolje javljaju kao jaka 
probadajuća bol u okolici oka. Napadaji traju 5 sekundi do 10 minuta i nisu vezani uz 
doba dana i mogu se javiti do 200 puta na dan. Praćeni su suzenjem, edemom vjeđa, 
znojenjem, nazalnom kongestijom ili rinorejom (77,78). 
• Hemikrania kontinua je dugotrajna jednolična glavobolja koju prekidaju napadaji 
jakog intenziteta koji su praćeni istim autonomnim simptomima kao i klaster 
glavobolja. Karakteristično je da se bol vrlo dobro smanjuje na indometacin (79). 
1.4.1 Primarna glavobolja i alodinija 
Neke su vrste primarne glavobolje praćene alodinijom u području glave. Migrena je u 60% do 
80% oboljelih povezana s kožnom alodinijom u području lica za vrijeme napada (80,81). 
Kožna je alodinija i neovisni rizični čimbenik za kronifikaciju migrene (81). Također je 
pokazano da je refleks treptanja specifičan za nocicepciju facilitiran kod osoba s migrenom 
što nije slučaj kod osoba s sinusnom glavoboljom kao oblikom sekundarne glavobolje (82). 
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U podlozi alodinije kod migrene stoji proces periferne i centralna senzitizacije. Što se tiče 
periferne senzitizacije tj. senzitizacije duralnih aferenta, pokazano je da neuroni koji 
inerviraju duru imaju sposobnost senzitizacije nakon primjene upalnih tvari (histamin i sl.) na 
duru ili sagitalni sinus. Time ti neuroni postaju osjetljivi na bezazlene podražaje kao što je 
malo povećanje intrakranijalnog tlaka. To bi moglo objasniti pojavu da radnje koje 
povećavaju intrakranijalni tlak (saginjanje) pojačavaju bol u migreni (83). Centralna se 
senzitizacija događa na razini moždanog debla odnosno trigeminalne kaudalne jezgre i 
talamusa. U kaudalnoj trigeminalnoj jezgri aksoni primarnih neurona koji dolaze iz dure i iz 
lica konvergiraju na iste sekundarne neurone (84). Aktivacija duralnih aferenti upalnim 
tvarima može dovesti do senzitizacije na razini sekundarnih neurona trigeminalne jezgre i 
tako smanjiti prag boli u području lica (85). Na razini talamusa se događa mnogo šira 
senzitizacija. Nakon kemijske stimulacije dure štakora, dolazi do jačeg okidanja talamičkih 
neurona kod bolnog podražaja na dijelovima tijela koji nisu inervirani trigeminalnim živcem, 
kao što je šapa, nego kad dura nije kemijski stimulirana (86). Sličan je fenomen nađen kod 
pacijenata s migrenom. Oni nakon podražaja na dorzumu šake imaju jaču aktivaciju 
posteriornog talamusa (dio talamusa uključen u prijenos osjeta boli) mjerenu funkcionalnom 
magnetskom rezonancom nego zdrave osobe (86). Molekularni su mehanizmi nastanka 
alodinije ukratko opisani u odlomku 1.2.5. Ovi podaci ukazuju da bi patogeneza migrene 
započinjala u duri. Podražaji dure dovode do centralne senzitizacije u trigeminalnoj kaudalnoj 
jezgri ili talamusu što uzrokuje alodiniju i hiperalgeziju u području lica. Međutim, postoje 
opažanja koja govore u prilog suprotnom procesu, a to je da bi lezije u području 
ekstrakranijalne inervacije trigeminalnog živaca mogle izazvati centralnu senzitizaciju i tako 
stvoriti podlogu za bol duralnog porijekla (odlomak 1.4.2) i da aktivnost neurona u 
trigeminalnoj kaudalnoj jezgri više ovisi o signalima iz lica nego iz dure (87).  
Tenzijska je glavobolja također povezana s povećanom osjetljivošću na bol. Tako bolesnici 
koji pate od kronične tenzijske glavobolje imaju povećanu osjetljivost na pritisak na žvačne 
mišiće a efekt je još veći ako je tenzijskoj glavobolji pridruženi i migrena (88,89). Osim 
pojačane osjetljivosti područja glave, hiperalgezija se javlja i na drugim dijelovima tijela kao 
što je potkoljenica (90). U tom su ispitivanju pacijenti koji pate od tenzijske glavobolje imali 
niži prag boli na podraživanje električnom strujom potkoljenice od zdravih osoba. Za razliku 
od migrene, kod tenzijske se glavobolje pretpostavlja da ne nastaje zbog senzitizacije nekim 
podražajem, nego da je generalizirana povećana osjetljivost za bol perifernih struktura (fascija 
i mišića) koja uzrokuje centralnu senzitizaciju preduvjet za razvoj tenzijske glavobolje (91). 
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Klaster glavobolja se također povezuje s alodinijom. Alodinija se javlja u području glave, ali 
i, u manjem intenzitetu, drugdje na tijelu (92). Javlja se u 35% do 50% pacijenata (93,94). 
Studije o tome javlja li se samo u napadima ili i između njih nisu dale konzistentne rezultate. 
1.4.2 Povezanost glavobolje s poremećajima u području trigeminalne inervacije 
Za nekoliko se tipova glavobolja pokazalo da su povezane bolestima koje se javljaju u 
dijelovima glave koje inervira trigeminalni živac. Najviše se povezanosti pokazalo za 
migrenu, manje za tenzijsku glavobolju, dok su ostale glavobolje rjeđe te nema dovoljno 
podataka. Mnoga od stanja o kojima će se govoriti imaju u ICHD-3 klasifikaciji pridružene 
sekundarne glavobolje. Na primjer, glavobolja povezana s poremećajima 
temporomandibularnog zgloba ili sinusa mora imati sljedeće karakteristike da  se klasificira 
kao sekundarna tom poremećaju: dokazana organska lezija, vremenska povezanost glavobolje 
i organske lezije i jačina glavobolje mora pratiti težinu organskog oštećenja (71). Međutim, 
ovdje će se govoriti o slučajevima kada se klinička slika glavobolje u potpunosti uklapa u 
neku od primarnih glavobolja te se pojava boli ne može jednostavno objasniti nađenom 
organskom patologijom. 
1.4.3 Povezanost primarne glavobolje s poremećajima temporomandibularnog zgloba (TMZ) 
Migrena se povezuje s bolestima TMZ (95). Mnoge epidemioške studije ukazuju na tu 
povezanost. Tako je migrena najčešća primarna glavobolja kod osoba s poremećajima TMZ 
(3), što se razlikuje od opće populacije u kojoj je tenzijska glavobolja najčešća (74). Također, 
prevalencija nekog od simptoma poremećaja TMZ (bol zgloba ili žvačnih mišića, krepitacije u 
zglobu) je veća kod ljudi s migrenom. Ta je povezanost veća, što je više simptoma izraženo i 
jača je za migrenu nego za tenzijsku glavobolju (4). 
1.4.4 Povezanost primarne glavobolje s poremećajima nosa i sinusa 
Brojna patološka stanja nosne šupljine i sinusa su epidemiološki povezana s primarnim 
glavoboljama, poglavito migrenom. To je pokazano za neka upalna stanja (kronični sinusitis, 
alergijski rinitis) i anatomske abnormalnosti (septalni izbojak, intranazalne kontaktne točke) 
(1,2,96–103), ali patofiziološka osnova te povezanosti nije do sada istraživana niti su razvijeni 
životinjski modeli za proučavanje te povezanosti.  
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2 Hipoteza 
Pretpostavljamo da je upalna bol izazvana u nosnoj šupljini praćena upalom tvrde moždane 
ovojnice (dura mater) i aktivacijom neurona u kaudalnoj jezgri trigeminalnog živca te da je 
bol praćena promjenom ponašanja eksperimentalnih životinja. 
3 Ciljevi rada 
Cilj je ovog rada se razviti eksperimentalni model za istraživanje upale nosne šupljine 
(rinosinusitis) i posljedične upalne boli. Bol će se mjeriti ponašanjem eksperimentalnih 
životinja i aktivacijom neurona kaudalne jezgre trigeminalnog živca. Daljnji je cilj ispitati je li 
eksperimentalni rinosinusitis povezan s upalom dure kao mogućom etiopatogenetskom 
podlogom migrene.  
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4 Materijali i metode 
4.1 Eksperimentalne životinje 
Za sve su pokuse korišteni mužjaci Wistar soja štakora stari četiri do pet mjeseci. Okoćeni su i 
uzgajani na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. U 
dizajniranju i provođenju pokusa poštovala su se načela humanog postupanja sa životinjama: 
zamjena, smanjivanje i poboljšanje, odredbe Zakona o dobrobiti životinja (Narodne novine 
19/1999) i Međunarodnog udruženja za proučavanje boli (104), a pokus je odobrilo Etičko 
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu (dozvola broj 07–76/2005–43). U 
pokusima u kojima su davanje intravenske injekcije i prilikom žrtvovanja životinje su bile u 
dubokoj anesteziji izofluranom ili ketamin/ksilazinom. 
U pokusima kod kojih je određivana duralna upala i promatrano ponašanje životinja svaka 
eksperimentalna skupina sadržavala je 6 do 8 životinja, dok su skupine u pokusima s 
imunohistokemijskim bojanjem i određivanjem biheviora bile veličine 3 do 5 životinja. 
4.2 Ispitivane tvari 
4.2.1 Kapsaicin  
U pokusima je korišten kapsaicin otopljen u metanolu do masenog udjela 20% s daljnjim 
razrjeđivanjem u fiziološkoj otopini. Instiliran je u dozi od 10 μL masenog  udjela 0.1%  u 
nosnu šupljinu u područje gdje se maksilarni sinus otvara nosni hodnik. Volumen od 10 μL 
određen je prema veličini nosnih šupljina i paranazalnih sinusa (12). Instiliranje se provodilo 
iglom (Hamilton 705 LT 50µl, Hamilton Company, Reno, Nevada, SAD) štakorima 
anesteziranim izofluranom ili pipetom kod budnih životinja. 
4.2.2 Formalin 
U pokusima je korišten formalin (formaldehid masene koncentracije 36%) (T.T.T., Sveta 
Nedjelja, Hrvatska) razrijeđen fiziološkom otopinom (otopina natrijevog klorida masene 
koncentracije 0.9%). Instiliran je u dozi 10 μL volumnog udjela 2.5%  u nosnu šupljinu u 
područje gdje se maksilarni sinus otvara nosni hodnik. Instiliranje se provodilo iglom 
(Hamilton 705 LT 50µl, Hamilton Company, Reno, Nevada, SAD) štakorima anesteziranim 
izofluranom ili pipetom kod budnih životinja. 
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4.3 Korištene tvari (reagensi, kemikalije i otapala) 
Životinjama su injicirane slijedeće tvari u otopinama: Evansovo modrilo (Merck KGaA, 
Darmstadt, Njemačka), ketamin (Richter Pharma AG, Wels, Austrija), ksilazin (Alfasan, 
Woerder, Nizozemska), fiziološka otopina. 
Za inhalacije su korištene slijedeće tvari: izofluran (Forane, Baxter, Deerfield IL, SAD). 
Za obradu tkiva korištene su slijedeće tvari: saharoza, fosfatom puferirana otopina (PBS), 
formalin (Formaldehid 36%, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska), fiziološka otopina, formamid 
(Formamide, Honeywell, Muskegon, Michigan SAD: zečja primarna protutijela na c-Fos (sc-
52, Santa Cruz, Dallas, TX, USA), sekundarna fluorescentno obilježena protutijela koze 
protiv zečjih Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), normalni kozji serum (NGS) 
(Monosan, Uden, Holland), Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sredstvo za 
uklapanje uzoraka za rezanje na kriostatu (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura Finetek, 
Japan), sredstvo za lijepljenje pokrovnica (FluoroGel, Electron Microscopy Sciences, 
Hatfield, PA, USA). 
4.4 Određivanje upale tvrde moždane ovojnice i nosne sluznice 
Budući da svaku upalu prati ekstravazacija proteina plazme, intenzitet upale dure i sluznice 
nosa određivan je neizravnim mjerenjem te ekstravazacije. Za to je korišten Milesov esej. U 
njemu se koristi boja Evansovo modrilo koja se veže za proteine plazme, najviše albumin, te 
zajedno s njima izlazi iz krvnih žila u tkivo u uvjetima povećane propusnosti krvnih žila (105) 
kao što je slučaj u upali (106). Ova je metoda i prije uspješno korištena za kvantifikaciju upale 
dure (7–9) i nosne sluznice (107). 
4.4.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje životinja 
Pokus je obuhvaćao 21 životinje koje su podijeljene u tri skupine: skupina tretirana 
kapsaicinom (7 životinja), skupina tretirana formalinom (8 životinja) i kontrolna skupina 
tretirana fiziološkom otopinom (6 životinja). Životinjama anesteziranim izofluranom je u 
lateralnu repnu venu injicirana otopina Evansovog modrila u dozi 40 mg/kg tjelesne mase u 
volumenu od 1 mL. Prije injiciranja rep štakora je zagrijan u toploj vodi i korijen repa je 
lagano pritisnut da se repne vene napune i tako olakša injiciranje. Nakon oporavka od 
anestezije (30 min) životinje su ponovno anestezirane izofluranom te su intranazalno tretirane 
fiziološkom otopinom, kapsaicinom ili formalinom kao što je opisano u odlomku 4.2. 
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4.4.2 Priprema tkiva 
Nakon 45 minuta životinje su anestezirane ketamin/ksilazinom, torakotomirane i 
transkardijalno perfundirane sa 500 mL fiziološke otopine da se ispere krv i Evansovo 
modrilo koje nije u tkivu. Dura je izvađena nakon kraniotomije i vađenja mozga. Prikupljana 
je dura iz prednje i srednje lubanjske jame i kalote lubanje jer su ta područja inervirana 
ograncima trigeminalnog živca (108). Budući da su životinje tretirane u desnu nosnicu, 
sluznica je izvađena iz donjeg desnog nosnog hodnika nakon što je lubanja uzdužno 
prepolovljena i izvađen nosni septum. 
4.4.3 Kvantifikacija upale 
Prikupljeno tkivo je izvagano i ostavljeno u 2 mL otopine formamida na temperaturi od 37˚C 
kroz 48 sati da se Evansovo modrilo ekstrahira iz tkiva u otopinu (105). Otopina se zatim 
dekantira u epruvete te joj se mjeri apsorbancija spektrofotometrom (Iskra, Ljubljana, 
Slovenija) na valnoj duljini 620 nm (109). Iz dobivenih se apsorbancija, prema baždarnoj 
krivulji dobivenoj za to mjerenje, izračuna količina Evansovog modrila u otopini. Dobivena 
sa vrijednost podijeli s masom tkiva dure odnosno nosne sluznice i tako se dobije maseni udio 
Evansovog modrila (ng Evansovog modrila / mg tkiva). 
4.5 Određivanje aktivacije neurona kaudalne jezgre trigeminalnog živca 
Neuroni koji inerviraju područje nosne šupljine i duru mater prednje i srednje lubanjske jame 
se prekapčaju u kaudalnoj jezgri trigeminalnog živca (Sp5C) (110–112). Stoga je mjerenje 
aktivnost neurona u Sp5C dobar pokazatelj postojanja i jačine boli u području trigeminalne 
inervacije te korelira s bihevioralnim testovima za bol (113). Mjerenje aktivnosti se provodi 
imunohistokemijskim bojanjem prereza Sp5C na c-Fos koji je marker rane aktivacije neurona 
na bolni podražaj dok se na lagani podražaj on ne eksprimira (114). 
4.5.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje životinja 
Pokus je obuhvaćao 8 životinja koje podijeljene u dvije skupine: skupina tretirana formalinom 
i kontrolna skupina tretirana fiziološkom otopinom. Štakori su bez anestezije tretirani 
formalinom i fiziološkom otopinom kao što je opisano u odlomku 4.2 Ispitivane tvari. 
Životinje su potom promatrane 40 minuta. 
4.5.2 Priprema tkiva  
Nakon toga životinje su anestezirane ketamin/ksilazinom, torakotomirane i transkardijalno 
perfundirane sa 500mL fiziološke otopine da se ispere krv i 250mL fiksativa (4% formaldehid 
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u PBS) kako prilikom vađenja tkiva za analizu ne bi došlo do oštećenja. Nakon kraniotomije, 
moždana su debla izvađena te su ostavljena u 15% otopini saharoze u fiksativu na 4˚C dok 
tkivo ne potone, a potom su premještena u 30% otopinu saharoze u PBS kroz 24 sata na 4˚C. 
Tkivo je potom smrznuto na -80˚C uklopljeno u Tissue-Tek i rezano na kriotomu na debljinu 
od 30μm. Rezovi regija od interesa (Sp5C) su stavljeni u jažice s 0.25%vol otopinom 
deterdženta Triton X-100 u PBS (u daljnjem tekstu PBST). 
4.5.3 Imunohistokemijsko bojanje 
U imunohistokemijskom bojanju korišteno je primarno protutijelo na C-Fos i sekundarno 
fluorescentno obilježeno protutijelo. Reprezentativni prerezi su izabrani i stavljeni u jažice, tri 
puta isprani u 500mL PBST po 5 minuta uz njihanje. Nakon ispiranja, u svrhu blokiranja 
nespecifične imunoreaktivnosti, uzorci su inkubirani u 500mL 10%vol NGS kroz 60 minuta i 
potom se postupak od tri ispiranja u PBST ponovio. Zatim je dodano 200mL otopine 
primarnog protutijela na c-Fos u razrjeđenju 1:500 u PBST i ostavljeno na inkubaciju 24 sata. 
Potom je ponovljen postupak ispiranja 3 puta sa PBST te je dodano fluorescentno obilježeno 
sekundarno protutijelo za inkubaciju 2 sata u mraku. Nakon ispiranja 3 puta sa PBST, prerezi 
su posloženi na stakalca i nakon sušenja pokriveni sredstvom za lijepljenje pokrovnica i 
pokrovnim stakalcima. 
4.5.4 Kvantifikacija ekspresije c-Fos 
Stakalca s prerezima su promatrana pod fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX-51, 
Olympus, Tokyo, Japan), odabrana su 3 ili 4 prereza svake životinje u razini Sp5C te je cijela 
površina Sp5C fotografirana u 3 dijela digitalnom kamerom (Olympus DP-70, Olympus, 
Tokyo, Japan). Za brojenje stanica pozitivnih na c-Fos korišten je računalni program (cellSens 
Dimension, Olympus, Tokyo, Japan). Ručno je na svakoj fotografiji određeno područje na 
kojem se broje signali da se izbjegne dvostruko prebrojavanje zbog preklapanja fotografija. 
Broj signala je zbrojen za svaku životinju, posebno za lijevu i desnu stranu. 
4.6 Bihevioralni testovi za mjerenje boli 
Za mjerenje boli na osnovu ponašanja štakora korištena je ljestvica izraza lica štakora (rat 
grimace scale – RGS) (115). To je semikvantitativna metoda procjene stupnja boli štakora na 
osnovu 4 parametra: stisnutost kapaka, zaravnavanje nosa i obraza, promjene ušiju i promjene 
brkova. Svakoj od tih kategorija daje se vrijednost od 0 do 2 boda u odnosu na poznate 
standarde. Izračuna se zbroj vrijednosti pojedinih parametara te se dobije vrijednost za svaku 
životinju. 
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4.6.1 Eksperimentalne skupine i tretiranje životinja 
U pokus je uključeno 12 štakora (8 onih koji su korišteni za određivanje c-Fos u Sp5C i 4 
dodatna) koji su podijeljeni u 3 eksperimentalne skupine: skupina koja nije ničim tretirana (3 
životinje), skupina tretirana fiziološkom otopinom (4 životinje), skupina tretirana formalinom 
(5 životinja). Štakori su bez anestezije tretirani formalinom i fiziološkom otopinom kao što je 
opisano u odlomku 4.2 Ispitivane tvari. Pristup bez anestezije je korišten jer se pokazalo da 
anestezija izofluranom utječe na ponašanje životinja i smanjuje bihevioralno izražavanje boli.  
4.6.2 Mjerenje ponašanja životinja prema RGS 
Životinje su potom promatrane 40 minuta te su fotografirane digitalnom kamerom u 
intervalima od 3 minute. Od 4 moguća parametra u ovom su pokusu korištena tri dok 
zaravnavanje nosa i obraza nije jer životinje nisu pokazivale nikakvu promjenu u tom 
parametru.  Fotografije su bile obilježene na način nevidljiv ocjenjivaču.  
4.7 Statistička obrada rezultata 
Za statističku obradu rezultata korišten je program GaphPad Prism v.5.00 (GraphPad 
Software, San Diego, California, SAD). Nakon analize varijance statistička značajnost je 
provjerena s Newman-Keuls post hoc testom. Za analizu povezanosti varijabli korišteni su 
Pearsonov koeficijent korelacije (r) i linearna regresija. Rezultati su prikazani kao aritmetičke 
sredine i standardne pogreške aritmetičke sredine (SEM). Statistički značajnom se smatrala 
vrijednost p manja od 0.05 (p < 0.05).  
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5 Rezultati 
5.1 Odnos upale nosne suznice i upale dure. 
Kao što je i očekivano, kapsaicin i formalin dovode upale nosne sluznice što se vidi 
povećanom ekstravazacijom Evansovog modrila u nosnoj sluznici životinja koje su tretirane 
kapsaicinom ili formalinom u odnosu na životinje tretirane fiziološkom otopinom (Slika 1) što 
znači da je upala u nosu životinja uspješno izazvana. Upala je bila lokalizirana najviše oko 
mjesta instiliranja formalina ili kapsaicina (ulaz u maksilarni sinus) što je primijećeno 
prilikom vađenja nosne sluznice. 
 Kapsaicin i formalin dani intranazalno također dovode do pojačane ekstravazacije Evansovog 
modrila u duri što se može pripisati upali dure (Slika 2). Korelacija između ekstravazacije 
Evansovog modrila nosne sluznice i dure je prisutna što znači da što je jača upala nosne 
sluznice to je i upala dure jačeg intenziteta (Slika 3). 
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0
20
40
60
80
* *
E
va
n
so
vo
g
 m
o
d
ri
lo
 (
n
o
sn
a 
sl
u
zn
ic
a)
/(
n
g
/m
g
)
 
Slika 1: Davanje kapsaicina (0.1%) ili formalina (2.5%) u nos štakora praćeno je upalom 
nosne sluznice i posljedičnom ekstravazacijom Evansovog modrila u sluznicu nosne šupljine 
(izraženo u nanogramu Evansovog modrila po miligramu tkiva). *p < 0.05 u odnosu na 
kontrolnu skupinu tretiranu fiziološkom otopinom 
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fiziološka formalin kapsaicin
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Slika 2: Davanje kapsaicina (0.1%) ili formalina (2.5%) u nos štakora praćeno je 
ekstravazacijom Evansovog modrila u tkivo dure (izraženo u nanogramu Evansovog modrila 
po miligramu tkiva). *p < 0.05 u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu fiziološkom otopinom 
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Slika 3: Pravac linearne regresije između upale nosne sluznice i upale dure. Prikaz za sve 
eksperimentalne skupine zajedno: krug – fiziološka, trokut – formalin, kvadrat – kapsaicin. 
(R2 = 0,2712; p = 0.0155) 
5.2 Bihevioralne promjene 
Ponašanje životinja mjereno preko promjene izraza lica se mijenja pod utjecajem 
intranazalnog davanja formalina (Slika 4). Životinje kojima je dan formalin imaju veće RGS 
bodove u odnosu na skupinu tretiranu fiziološkom otopinom ili skupinu bez intranazalnog 
tretmana (Slika 5). Također postoji mala, ali značajna korelacija između promjene ponašanja 
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životinja pod utjecajem boli mjerene RGS metodom i broja c-Fos pozitivnih stanica po 
prerezu Sp5C (Slika 6) što pokazuje da je aktivnost Sp5C zadovoljavajuća posredna mjera 
boli u ovom modelu. 
 
Slika 4: Reprezentativne fotografije izraza lica životinja nakon davanja fiziološke otopine 
(slika a, bez boli) ili formalina (slike b i c, srednja odnosno jaka bol) u nos. Vide se promjene 
u položaju brkova, stisnutosti očnih kapaka te položaju i obliku uški. 
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Slika 5: RGS bodovi skupljeni tijekom promatranja životinja kroz 39 minuta nakon 
intranazalnog davanja formalina ili fiziološke otopine u odnosu na skupinu životinja koja nije 
tretirana intranazalno. *p < 0.05 u odnosu na skupinu tretiranu fiziološkom otopinom i 
kontrolnu skupinu. 
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Slika 6: Korelacija između ukupnih RGS bodova tijekom 40 minuta promatranja životinja 
(vodoravna os) i broja c-Fos pozitivnih stanica po prerezu Sp5C ipsilateralne tretiranoj 
nosnici ili prosjeka obje Sp5C ukoliko se radi o životinjama bez tretmana (okomita os) za sve 
eksperimentalne skupine zajedno: krug – bez tretmana, kvadrat – fiziološka otopina, trokut – 
formalin. (R2 = 0,6948; p = 0.0027) 
5.3 Aktivacija neurona kaudalne spinalne trigeminalne jezgre 
Prema očekivanjima, upala i bol izazvana instiliranjem formalina izaziva aktivaciju Sp5C što 
se može pratiti imunohistokemijskim mjerenjem ekspresije gena ranog odgovora c-Fos. 
Životinje tretirane formalinom imaju viši izražaj c-Fos u Sp5C u odnosu na životinje tretirane 
fiziološkom otopinom što se vidi promatranjem prereza na fluorescentnom mikroskopu (Slika 
7) i nakon kvantifikacije fluorescentnog signala (Slika 8). Također, jezgra koja je na istoj 
strani (ipsilateralna) kao i nosnica u koju je formalin instiliran pokazuje jaču aktivaciju od one 
na suprotnoj strani (kontralateralna). 
24 
 
 
Slika 7: Fluorescentna mikroskopska fotografija Sp5C štakora kojima je dan formalin (2.5%) 
u jednu nosnicu obojane monoklonskim protutijelima na c-Fos koji je marker rane aktivacije 
neurona puta boli. a) Jezgra na istoj strani kao i davanje formalina. b) Jezgra na suprotnoj 
strani od davanja formalina. c) Jezgra životinje kojoj je dana fiziološka otopina. 
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Slika 8: Broj imunohistokemijski pozitivnih stanica na c-Fos po jednom prerezu Sp5C jedne 
strane. Termini ipsilateralno i kontralateralno označavaju stranu na kojoj je analiziran broj c-
Fos – pozitivnih stanica u Sp5C  u odnosu na stranu intranazalnog tretmana (fiziološka 
otopina ili 2.5% formalin). * p < 0.001 u odnosu na fiziološka kontralateralno i ipsilateralno. 
+ p < 0.01 u odnosu na formalin kontralateralno. 
  
25 
 
6 Rasprava 
6.1 Upala nosne sluznice povezana je s upalom tvrde moždane ovojnice 
Od prije je poznato da eksperimentalna upala u području trigeminalne inervacije izaziva 
neurogenu upalu dure  (Tablica 3). Do sada je istraživana upala u potkožnom i mišićnom 
tkivu lica (7) i u temporomandibularnom zglobu (8). Obje strukture spadaju u mezenhimska 
vezivna ili mišićna tkiva. Rezultati prikazani ovdje pokazuju da i djelovanje upale izazvane 
kemijskim sredstvima na epitelnom tkivu kao što je sluznica nosa mogu izazvati upalu dure 
(Slika 2). Ovdje je mjerena samo jedna komponenta upale dure: povećana propusnost krvnih 
žila preko ekstravazacije Evansovog modrila. Međutim, već je pokazano da je propusnost 
krvnih žila dure praćena i drugim komponentama upale kao što je infiltracija upalnim 
stanicama kad je upala dure izazvana manipulacijom grana trigeminalnog živca (9). Odnos 
između intenziteta upale nosne sluznice i dure je proporcionalan što znači da je jača upala 
nosne sluznice povezana s jačom upalom dure (Slika 3). Takav kvantitativan odnos nije u 
tolikoj mjeri prisutan kod upale dure izazvane upalom u potkožnom i mišićnom tkivu lica ili 
TMZ (7,8).  
Epidemiološke i kliničke studije su pokazale povezanost različitih patoloških stanja nosne 
šupljine i sinusa s migrenom. Studija koja je istraživala povezanost širokog spektra 
respiratornih simptoma od  kojih neki nisu primarno patologija nosa (astma, kronični 
bronhitis, peludna groznica) s migrenom, pokazala je da migrena 1.5 puta češća kod bolesnika 
s tim poremećajima nego u općoj populaciji (116). Studije koje su istraživale koliko dio 
glavobolja koje su pripisivane bilo kojoj patologiji sinusa odgovara kliničkoj slici migrene 
pokazale su da više od 86% tih pacijenata ispunjava kriterije za migrenu ili vjerojatnu 
migrenu (96,97). Alergijski rinitis povezan je s migrenom (2), a mogao bi biti jedan od 
uzročnih čimbenika budući da je kohortna studija na djeci pokazala relativni rizik 
obolijevanja od migrene 3.2 ako dijete boluje od alergijskog rinitisa (98). Također, 
frekvencija epizoda migrene je veća kod pacijenata koji boluju od miješanog rinitisa (99). 
Kronični sinusitis je također povezan s migrenom, ali je povezanost još jača kod trigeminalne 
autonomne cefalgije (100). 
Osim upalnih bolesti nosa i sinusa, i anatomske su abnormalnosti povezane s migrenom. Ipak, 
treba reći da dokazi u ovom polju još nisu toliko opsežni. Anatomske varijante koje se 
povezuju s migrenom su: septalni izbojak, bulozna srednja nosna školjka, sinusne patologija i 
intranazalne kontaktne točke (1). Intranazalne kontaktne točke (mjesta gdje se sluznica nosa 
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dodiruje, a ne bi trebala biti u kontaktu) i septalni izbojak (koštana izraslina septuma koja 
može vršiti kontakt s srednjom nosnom školjkom) su najviše proučavani. Pacijenti koji imaju 
migrenu češće imaju intranazalne kontaktne točke (102), a njihovo operativno uklanjanje 
može kod nekih pacijenata dovesti do poboljšanja migrene (101). Također, operativno 
uklanjanje septalnog izbojka može dovesti do olakšavanja migrene (103). 
Ovdje pokazana povezanost upale nosne sluznice i upale dure bi mogla biti jedna od 
patofizioloških podloga epidemiološke veze između patologije nosne šupljine i primarne 
glavobolje. 
6.2 Aktivacija neurona Sp5C i bihevioralne promjene 
Formalinom izazvana upala i posljedična bol uzrokuje aktivaciju neurona Sp5C mjerenu 
ekspresijom markera rane aktivacije c-Fos (Slika 8) i promjenu ponašanja životinja mjerenu 
preko izraza lica (Slika 5). Praćenje tih parametara bi mogla biti dobra mjera u budućim 
ispitivanjima analgetskog učinka nekih tvari na bol porijekla nosne šupljine ili sinusa. Naime, 
te bi tvari ako imaju analgetski učinak trebale smanjiti ekspresiju c-Fos u Sp5C i promjenu 
ponašanja kao što je pokazano u slučaju davanja formalina u obraz štakora i korištenja 
botulinum toksina kao analgetika (113). Također bi bilo zanimljivo istražiti ovisi li promjena 
ponašanja životinja više o intenzitetu upale nosne sluznice ili dure. 
Alodinija i hiperalgezija izazvana perifernom ili centralnom senzitizacijom trigeminalnog 
puta boli (odlomci 1.2.5 i 1.4.1) bi također mogle biti patofiziološka podloga veze poremećaja 
nosne šupljine i sinusa sa primarnim glavoboljama budući da smo ovdje pokazali da upala 
nosne šupljine izaziva aktivaciju stanica Sp5C (Slika 8). Budući da prvi neuroni puta boli iz 
nosne šupljine i dure konvergiraju na iste sekundarne neurone u Sp5C (67), njihova aktivacija 
bolnim podražajem iz nosa može ih senzitizirati te oni postanu osjetljivi na inače neškodljive 
podražaje dure što se manifestira kao glavobolja. 
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